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蜡 晶 杆菌 “010 抗 噬菌体 菌株 的 选 育 
ARE SH BRM RYH 


DEE ” 任 改 新 HRT 


(中 国 科 学 院 北 京 动 物 研 究 所 》 


苏 靶 金 杆 菌 作为 微生物 农药 , 已 在 国内 外 广泛 生产 应 用 。 但 在 生产 中 往往 受到 哈 菌 
体 的 侵 染 , 严重 地 影响 这 种 微生物 农药 的 应 用 和 发 展 。 REHEAT ES “010” CER “010 是 
我 组 于 1964 年 自 塞 蜂 死 亡 幼虫 体内 分 离 出 的 一 种 对 人 冀 无 害 的 中 温 好 气 性 芽孢 杆 萝 。 北 
京 动物 研究 所 〈1973) KENRESH BEAD A (Bacillus thuringiensis var. galleriae) 
ENG S ROMA Me oh Br AYA EN, 田间 防治 菜 青 虫 (Pieris rapae), FER (Perna 
ra guttata), KAER (Dendrolimus punctatus), REA" HA (Cnaphalocrocis medinalis) 、 杨 天 
ZER (Melalopha (Pygaera) anachoreta) 等 试验 效果 显著 。 死亡 率 一 般 都 在 90-95%, 个 
别 如 菜 青虫 在 24 小 时 内 其 毒 效 可 达 100% 本 病原 虽 采 自 蜜蜂 ， 但 据 刘 崇 乐 等 《1962) 
的 报道 ， 苏 蔷 金 杆菌 类 的 细菌 对 窄 蜂 口 服 的 致死 中 量 (LD) 剂量 相当 高 , 是 在 一 般 情 况 
下 不 易 为 蜜蜂 碰 到 的 高 独 量 ,因而 在 实际 生活 中 对 养 蜂 业 的 威胁 不 大 。 

我 组 于 1970—72 年 相继 在 北京 市 南 苑 化 工厂 和 本 所 微生物 农药 车 间 进 行 了 试制 生 
产 。 生 产 中 遇 到 了 菌 数 突然 下 降 , 发 琶 不 能 正常 进行 以 致 倒 瞧 的 情况 ,1972 年 经 过 对 发 
酵 芒 和 车 闻 环 境 采 样 的 分 检 :, 都 证 实 了 发 酵 不 正常 主要 是 噬菌体 侵 染 的 结果 。 

本 试验 主要 探索 “010” 抗 叭 菌株 的 选 育 方法 和 对 38 “Sp See EF BRIM Pak E E e 
性 的 研究 。 

一 、 材 # 

菌株 ”标准 血清 型 菌株 009, 021, E-3, 016, E-010, 096, 012, 013( 武 汉 大 学 生物 
条 供给 ); 457, 010, 001, O11, 306 (本 所 保存 }o 

噬菌体 ” 目 本 所 及 北京 市 天 坛 绿化 处 微生物 农药 车 间 的 菌株 、 发 酵 流 及 环境 样品 中 
分 离 , 并 收集 了 武汉 .长沙 杭州、 广州、 上海 等 地 样品 。 

1. 普通 培养 基 ”营养 肉 汤 ; 2% 营养 肉 汤 琼 脂 ; 0.7% 营养 肉 汤 琼 脂 ; 1% BARK. 
KART pH 7.2。 

2. ERRE ”豆饼 粉 1 多 , 淀粉 1%, EKK 2%, CaCO; 0.1%, KERT pH 8.0, 

3.10 号 培养 基 BNI 4D, BDRM 2.4%, KKM, CaCO, 01%, RBA 
pH 3.06 


一 、 方 法 
史 菌 体 的 分 离 及 纯化 ,根据 Adams 1959 的 方法 。 
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高 获 价 哈 菌 体 原液 的 制备 : 固体 法 ,根据 Adams 1959 的 方法 。 

BUA PKA UREA RE 1 一 2 毫升 营养 肉 汤 中 ,于 30° 活化 2 一 3 小 时 。 然 后 加 到 
40 毫升 年 青 指示 菌 培养 液 中 , 摇 床 培养 3 一 4 小 时 后 培养 波 变 清 , 随即 再 加 人 平板 培养 年 
青 指 示 昔 使 其 再 一 次 增殖 , 约 3 一 4 小 时 后 培养 液 溢 清 , 以 4000 转 / 分 离心 20 分 钟 .上 清 
A Gs GEDEK Ge 国产) 细菌 滤器 过 滤 除 菌 , 效 价 一 般 可 达 10+ 单位 /毫升 左右 。 

AAEM OR AK WUT RR LA a, ARRAN At T Eo 
ALAS SLA R E ed a ae SF, PL BE BG ea A e BL EE o 

HE UAT PARE EAB Colasito 等 1969 的 方法 。 取 每 毫升 约 10 SRA 
HRK RERE 1 毫升 , 以 65°C 水 浴 恒 温 处 理 5、10、15、20、25、30 分 钟 ， 然 后 用 水 水 还 
速 冷却 , 取 0.1 毫升 作成 双 层 平板 , WER AB mo XDA 100°C 处 理 1、3、 
5、7、9、11, 13 分 钟 , 冰 水 迅速 冷却 ,点 布 于 带 有 指示 菌 的 双 层 平板 上 ,观察 其 失 活 情况 。 

器 菌 体形 态 的 电子 显微镜 观察 ”将 纯化 的 新 鲜 叭 菌 斑 直接 以 针 刺 法 滥 入 一 滴 0.01M 
乙酸 钠 缓 冲 液 内 ,再 加 一 滴 pH 7.0 的 2% 的 储 钨 酸 负 染 ， 然 后 将 有 胶 膜 的 网 板 覆 于 混合 
沪 上 上 。 稍 待 , 轻 轻 取 下 沾 有 样品 的 网 板 ， 置 于 干燥 器 内 干燥 , 在 26,000 一 40,000 倍 电子 显 
微 镜 下 观察 其 形态 。 

ree Pl (AK PA PRIDE 

抗 株 筛选 ,主要 根据 《微生物 学 革命 资料 汇编 》!1969，1970 年 报道 的 方法 。 

RERE 150 立 升 发 酵 缸 装 100 立 升 I 号 培养 基 , 接 入 2000 毫升 对 数 生长 期 的 抗 
株 种 子 液 ， 并 同时 接 入 500 毫升 效 价 为 5 x 10° 单位 /毫升 的 噬菌体 原液 ( 菌 数 与 只 菌 体 
之 比 为 1:100)。 以 210 转 /分 速 床 搅 拌 , EEX 0.4 一 0.5 公斤 /厘米 :, A 30°C 的 条 件 
进行 发 酵 芳 察 。 

HRA AWE CBRE MT 160 亿 的 菌 粉 悬浮 液 , MF, ARR Ra 
幼虫 ,试验 温度 为 25 一 28"C， 以 “010” 作 对照 ,观察 比较 其 毒 力 考 异 。 


三 、 结 果 和 讨论 











抗 株 性 能 

L 以 敏感 菌株 “010” 和 自 本 所 微生物 农药 车 癌 分 离 出 的 噬菌体 Go 经 过 三 次 疲 体 急 
得 、 三 次 固体 平板 复 筛 ,两 次 援 瓶 复 筛 , 选 出 菌落 似 原 始 型 G 型) 的 抗 株 7 PR, PR PLS 
状 GLDRI PERR 3 RSE 10 RO EM TEU G 能 力 强 , 产生 的 伴 稳 晶体 大 , CORDS OBI A 
数 均 比 对 照 “010” 商 。 

2. 选择 了 上 上述 搞 株 中 菌 数 较 高 ， 且 菌落 形态 不 同 的 三 株 Row, Ro, CA), 和 Ros 
《IT 型 ) 作 了 150 VARELA CE 1)。 结 果 表 有 明 对 Gs 有 良好 抗 性 , RH Ae 
齐 , 芽孢 、 伴 孢 晶体 形成 比较 一 致 ,发酵 液 pH 的 变化 合乎 规律 。 以 R o- 为 例 , EA 
为 22 一 26 小 时 , RE AROEN 24 亿 / 毫升 。 在 换 用 开导 培养 基 后 ,发 屋 8 小 时 后 增 
加 通气 量 , 发 酵 流 菌 数 增 至 55 一 62 亿 / 毫升 。 
3. 上 述 三 株 抗 株 保持 了 “0107” AAR CR 2)。 











* 木工 作 在 我 所 第 生物 农药 车 则 进行 。 
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Rl 抗 株 150 ULHRA RK 





























































































ia) | 
Bvt Bay 
416] 8 | 10/] 124 14 laa Si lati 
7.317,417.517。 7.5 未 采 收 | i 13.614,.8 | 营养 体 
7.017.317.548. 8.0 31.8} 1 |3.6]4.8 | 营养 体 
| 7.016.816.817. 7.317.517.517. 19.5 į} 1 13.613.6 | ÆT 
R 6.716.717.017. 7.417.417.517.8 24.7] 1 |3.6|4.8] 孢子 
3—2 
6.616.817.217. 7.817.817.8 25.7] 1 13.616.0 | 孢子 
6.616.8(7.5|7. 7.817.8)7.8 27.61 4 13.616.0 | 孢子 
Hi 6.016.616.817. 7.217.8 62.3 | 11 13.616.0 | WF 
6.016.516.817. 7.517.5 55.0 | 11 13.616.0 | WF 
及 :9 > 7 6. 7.4 fat 
I #} Res 7. 7.517. 4.8 | RWF 
对 照 <010> | 6.616.516.516.516.817. 7.7 5.0/8 3 孢子 








* 加 噬菌体 Gy 500 ER, RHEN, AEE 


过 2 抗 株 毒 力 比 较 试 验 
























































































































































| % FF a 死亡 率 
试 虫 | 元 种 ORE ARX 7 = 死亡 数 (%) 备 注 
一 天 二 天 三 天 四 天 ° 
Ros-2 1000 10 2 5 2 1 10 100 试 虫 龄 期 
3—5 Hh 
药 青 虫 及 1000 10 6 4 10 100 
对 照 “010” | 1000 10 3 7 10 100 
Roses 100 20 1 6 8 2 17 85 试 虫 龄 期 3 
200 20 0 4 16 20 100 BAe A 
koh Ress 100 20 0 7 13 20 100 
200 20 0 3 17 20 100 
对 照 <010> 100 20 0 4 16 20 100 
200 20 1 0 18 1 20 100 
Ros—2 1000 10 8 2 10 100 试 虫 龄 期 
一 -一 一 一 一 一 一 一 | 一 一 一 3—4 
尖 社 峨 Rows 10 100 
对 了 照 “010> 





注 ; AMT T E 160 亿 。 


4. ZAMAR ERE Gy 有 良好 抗 性 。 但 对 其 他 史 菌 体 的 抗 性 却 表 现 了 明显 的 差别 
( 表 3)。 

在 生产 上 防止 苏 专 金 杆菌 受 吧 基体 侵 染 ,以 吃 瑚 体 为 生物 因子 筛选 抗 株 的 方法 ,工作 
ERAH, 但 仍 属 方便 可 行 , 并 能 得 到 抗 性 强 、 毒 力 与 生物 特性 保持 原 株 的 良好 性 能 
pifko 但 以 一 种 风 菌 体 来 筛选 有 一 定局 限 洗 ,如 能 在 选 前 仔细 地 了 解 本 地 区 的 叹 菌 体 情 
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表 3 fk mH 测 定 














Ros- + ~ - - a aoaaa 
R, + “4 fy ME BE 
2-5 = 一 一 一 
RR 十 4. 一 — + < DE BA BE 
对 照 “010>” 十 十 十 一 十 








况 ,进行 多 叭 浅 体 篇 选 抗 株 , 结 合 环 境 卫 生 措 施 ,菌株 的 轮换 使 用 ,防止 唆 菌 体 的 侵 染 定 属 
可 能 。 有 关 抗 株 性 能 的 遗传 等 问题 ,有 待 进一步 研究 探讨 。 

ie a 

1. 不 同 来 源 的 38 SREP REE R RIGA, ATS BAB 1) BK CTD; 2) HAE, 
透明 ,边缘 整齐 ,直径 1 一 1.5 Ko MG, 3) 旺 同心 贺 、 中心 点 直径 0.5 一 1 eK, 边缘 不 
整齐 ,如 G;; 4) 贺 形 、 透 明 、 斑 外 有 一 较 菌 昔 下 各 的 半 透 明 区 ,直径 2 BOK, 如 Gs; DAE 
宛 外 有 一 半 透 明 圈 , 半 透 明 轿 与 斑 交 接 处 略 增 厚 ,直径 2 一 3 毫米 , 如 D;《 见 图 1)。 

2. 从 噬 蓝 体 的 寄主 范围 ( 表 O 看 出 , 以 457 AERAR HE T: AREIA, E 
ha, “010” JARAH Gs, Gs, G 对 其 所 属 血 清 型 H 和 H, 的 所 测 菌株 均 有 专属 性 ,但 
对 其 他 血清 型 菌株 也 有 交叉 感染 。 而 以 松 蝎 杆菌 为 指示 菌 的 D, 则 较 明 显 地 表 瑰 了 有 区 
又 感染 。 

3. 结合 吹 菌 斑 的 形态 和 寄主 范围 ， 选 择 了 有 不 同 血清 型 寄主 和 有 同一 血 消 型 寄主 而 
叭 菌 斑 形态 差异 较 天 的 五 个 代表 作 了 电子 显微镜 的 观察 (图 2)。 它 们 的 形态 有 了 明显 的 区 
Sjo T 头 呈 圆 形 ,但 前 端 略 僚 ; 有 一 弯曲 长 尾 。D; APEERE, 有 直 尾 ， 尾 目 基 部 逐渐 变 
Hy Gs, Gn G TAM HAE, Gs 头 部 较 G; 路 大 , 均 有 一 弯曲 的 尾部 , 但 G ERAT 
RERE, M G; 的 尾部 远 较 Gs, G 为 短 。 

4. PAA ZE 100°C 下 处 理 不 同时 间 后 , 全 部 失 活 , 样品 4°%C 下 保存 24 小 时 后 无 复苏 
现象 。 经 65°C 处 理 不 同时 间 后 ,各 处 理 均 有 失 活 ,但 其 失 活 率 和 处 理 时 间 不 成 止 比 例 ( 图 
3), Ta D: 与 G;、 Gs, G 有 了 明显 的 区 别 ,而 Gs, Ga G 之 间 亦 有 差异 。 值 得 提出 的 是 65%C 
处 理 后 , 4°C 保存 24 小 时 后 噬菌体 有 复苏 现象 , 双 层 平板 测定 时 吹 菌 斑 显 著 赠 多 。 

根据 上 述 试 验 , 将 噬菌体 分 为 五 种 类 型 TT,、D;、G;、 Gs、 Goo 关于 苏 芸 金 杆菌 类 的 噬 
Cth, 《微生物 学 革命 资料 汇编 》 第 五 集 (1970) Pa RG, A E A TI 
态 方 面 与 其 有 所 不 同 。 而 国外 Colasito (1969), Chapman (1966), Yoder (1960)，PayTer- 
cures (1964, 1971) 等 的 报道 ,与 上 述 五 种 类 型 亦 各 有 莞 腊 。 

通过 探索 选 育 方法 ， 了 解 不 同类 型 蜂 菌 体 的 特性 和 它们 对 寄主 的 关系 将 有 助 于 进 一 
步 开展 防止 咽 菌 体 侵 染 的 研究 。 选 育 抗暴 菌 体 菌 株 时 , 可 根据 吹 菌 体 的 寄主 范围 选择 不 
AIMEE (AUECT SOR AAU E STR 特别 在 筛选 出 新 病原 菌 后 , 应 了 解 其 对 噬菌体 的 抗 性 
以 便 在 生产 中 选择 应 用 。 
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表 4 噬菌体 寄主 范围 测定 



































细 i 体 
血清 型 ag 种 菌 号 G; T: D, 
H, “| B. thuringiensis var. berliner 009 一 + 一 
457 一 + + 
H, B. thuringiensis var. finitimas 021 一 一 
H, B. thuringiensis var. alesti E-3 一 一 
H, B. thuringiensis var. sotto 016 + = 
B. thuringiensis var. dendrolimus 306 一 十 十 
H, B. thuringiensis var. galleriae 010 + 一 + 
001 + 一 + 
011 + = + 
*Ro3-2 + = + 
*R as =A = = 
*Rao-2 + ad SE 
H, B. thuringiensis var. entomocidus E010 一 十 十 
H, B. thuringiensis vat. aizawai 096 一 十 
Hs B. thuringiensis var. morrison 012 一 一 一 
H, B. thuringiensis var. tolworth 013 + 一 
a 解 速 度 快 慢 








* iG 噬菌体 的 抗 株 。 “+” DE, “— "FCM APE o 
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T2 220,000x Ga 220,000x 








G, 130,000x 





"a, 了 
> cv 


$ = 





Gs 220,000x D, 130,000% 
多 2 噬菌体 电子 显微镜 形态 
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~ _ |] _ t 1 l 
10 15 29 25 30 
处 理 时 间 ( 分 钟 ) 


图 3 APRESS RRA 65°C 时 的 热 稳定 性 
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STUDIES ON PHAGE-RESISTANT STRAINS OF BACILLUS 
THURINGIENSIS VAR. GALLERIAE “010” AND 
THE PHAGES OF BACILLUS THURINGIENSIS 


Sua CHA-YUN Ren GALXIN Xie QIANG-JIANG 


(Peking Institute of Zoology, Academie Sinica) 


The sereecning of the phage-resistant strains was carried out by using phage G» and 
phage-sensitive strain Bacillus thuringiensis var, galleriae “010”. As a result, three 
phage-resistant strains have been obtained, namely Ros-2, Res and Ræ: They show 
good resistance to phage Gs, are normal in fermentation, and still possess the viru- 
lonec and biological characteristics of the oringinal strain “010”. 

Aside from the sereening work, 38 samples of bacteriophages of Bacillus thurin- 
giunsis were collected from Peking, Wuhan, Changsha, Kwangehow and Shanghai. They 
were isolated from various sourees related to Bacillus thuringiensis. The phages were 
grouped according to the morphology of plaques and host spectra and five represen- 
tative phages were selected to study the morphology by electron microscopy and test 
their heat inactivation. Our study showed that these bacteriophages were distinct 
groups. 

Tt was observed that after treatment at 65°C in different durations most phage 
particles were mactivated, but after a storage at 4°C for 24 hours immediately fol- 
lowing the treatment some phage partieles will recover their adsorbing ability and 
cause more plaques in the plate than those which have been treated with 65°C only. 


